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0 Arzneimittel mit dopaminerger Wlricung. 



0 Die Erfindung bezieht sich auf ein Arzneimittel 
mit dopaminerger Wirkung zur Beliandlung von 
Krankheiten, die - ganz Oder teilweise - durcfi einen 
Dopamin-Mangef verursacht Oder beelnfiu^t werden, 
gekennzelchnet durcli einen Gefialt an AuszOgen 
von vitex agnus castus, die Verwendung alkoholi- 
sciier Auszuge von vitex agnus castus, 
die Verwendung von Auszugen von vitex agnus ca- 
stus als Dopamin-Agonisten zur Behandlung von 
Krankheiten. die - ganz Oder teilweise - durcli einen 
Dopamin-Mangei verursacht oder beeinflufit werden. 
die Verwendung von Auszugen aus vitex agnus ca- 
stus als Prolaktinhemmer. 
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Arznefmittel mit dopamin rger Wlricung 



Die Erfindung richtet sich auf ein ArzneimittBl 
mit dopaminerger Wirkung zur Behandlung von 
Krankheiten, die - ganz oder teiiweise - durch einen 
Dopamln-Mangel verursacht oder zumindest be- 
einfiuBt warden. 

Dopamin ist ais Neurotransmitter bekannt 
Diese Substanz QbertrSgt Informationen zwischen 
Nervenzellen. Es kommt vor im wesentlichen im 
Corpus striatum, Putamen und Nucleus caudatus. 
Abwelcfiungen von der normalen Konzentra- 
tion^ber audi der Relation verscliiedener Trans- 
mrtter zuefnander sind viet^ch ursachlich fur be- 
stimmte Krankheitserscheinungen. So stahen im 
Striatum normaterweise Dopamin und Acetylcholin 
ais dopaminerges und cliolinerges System im 
Glelchgewicht Folge eines Dopaminmangels oder 
Oberwiegen des Acetylcholtns ist beispielsweise 
der Mori^us Parkinson. Die Thenapie besteht dann 
darin. das natLtriiche Gleichgewicht beider Systeme 
wieder herzustellen. Bevorzugt bedient man sich 
liierzu des L-Dopa, einer Vorstufe des Dopamin, 
die ein besteiiendes Ungleichgewicht zu Gunsten 
von Dopamin zu verschieben geeignet ist. Hierbei 
auftretende Nebenwirkungen veranlaflten be! der 
Behandlung des MoriDus Parkinson zum Bnsatz 
von Substanzen, die keine Dopaminstruktur aufwei- 
sen, jedocli die Fahigkeit besitzen, die Dopamin- 
Rezeptoren zu besetzen und damit zu stimulieren, 
sogenannte Dopamin-Agonisten bzw. dopaminerge 
Substanzen. Bekanntester Dopamin-Agonist ist das 
Bromocriptin. 

Unter physiologischen Bedingungen kommt 
Dopamin eine entscheidende Bedeutung zur Steue- 
mng der fnkretion des Prolaktin zu, welches ein 
hypophysares Hormon ist. dessen Inkretion der 
Kontroile des Hypothalamus unteriiegt. Diese hypo 
thaiamischen Neurohormone, namlich ein hemmen- 
des PIP (Prolaktin inhibiting Factor) und ein stimu- 
lierendes, noch nicht naher bekanntes Releasing- 
Honmon TRH erreichen Uber das Portalsystem den 
Hypophysen-Vorderiappen, in deren Laktotropen- 
zellen das Prolaktin gebildet wird. Der hemmenden 
Komponente kommt nach den bisherigen Eilcennt- 
nissen bei der Steuerung der Prolaktin-Aus- 
schOttung die entscheidende Bedeutung zu. Steht 
nicht ausreichend Dopamin (vermutiich identisch 
mit PIF) zur Inhibierung der Prolaktin (PRL) -Aus- 
schOttung zur Verfugung, ergibt s:ch eine erhohte 
PRL-Konzentration im Blut. die sogenannte Hyper- 
prolaktinamie. Diese Erscheinung ist ursachlich fQr 
die verschiedensten Krankheitssymptome. So kann 
es bei der Frau zur Corpus-luteum-lnusffizienz mit 
der Entwicklung eines Pramenstruellen Syndroms, 
zur Mastodynie, Wlastopathie, BlutungsstSmngen, 
Infertilitat und bis zur Amenorrtioe kommen. Beim 



Mann kann die Hyperprolaktinamie ein Abnahme 
der Libido und Potenz. Infertilitat und auch Akne 
hervorrufen.Be einer Oberproduktion an Prolaktin 
bis zur Enthemmung der Prolaktininkretion. die die 
5 verschiedensten hier nicht zu erSrtemden Ursa- 
chen haben kdnnen, kommt den Prolaktinhemmem 
eine entscheidende Bedeutung zu. Mit dopaminer- 
gen Prolaktinsenkem wurden bereits grofie 
ttierapeutische Erfolge erzielt In erster Linie kommt 

70 hier die Gruppe der Mutterkornderivate mit Bro- 
mocriptin ais Prototyp in BetractiL Auch eine The- 
rapie mit L-Dopa hat Erfbige gezeigt. Nicht unerhe- 
bliche Nebenwiricungen dieser Behandlung wie z.B. 
Obelkeft. Erbrechen, Schwindel, Halluzinationen, 

75 Dyskinesie u.a. lessen es angezeigt erscheinen, 
nach anderen wirksamen, jedoch weniger neben- 
wirkungsreichen dopaminergen Substanzen zu su- 
chen. Bei diesen Arbeiten zum Aufsuchen eines 
Arzneimittels mit dopaminerger Wirkung zur Be- 

20 handlung von Krankheiten, die - ganz oder teiiwei- 
se - durch einen Dopamln-Mangel verursacht oder 
beeinflufit warden, ist man erfindungsgemai3 auf 
.die Droge vitex agnus castus gesto0en, deren 
Auszuge sich ais auBerordentlich wirksam ais 

25 ; Dopaminagonist erwiesen haben. 

Agnus castus gehort zur Familie der VertDena- 
ceen und ist ein im Mittelmeergebiet und in Asien 
beheimateter Strauch, desen reife getrocknete und 
zerkleinerte Fruchte offensichtlich Stoffe enthalten, 

30 die eine dopaminerge Wirkung entfalten. Die Ei- 
gnung des agnus castus a!s wirksames [.actagogon 
wurde ebenso beschrieben wie bereits im Altertum 
die Wirkung dieser Pffanze auf die Sexual sph are 
bekannt war Sie wurde auch bereits ais Aphrodi- 

35 siacum genannt Nach diesen Beobachtungen geht 
man von einer hormon§hnlichen Wirkung der 
Pflanze aus. Bei einem Phytotherapeutikum wird 
die Wirkung der Inhaltsstoffe des vitex agnus ca- 
stus auf die Stimulierung der Corpus-Luteum-Bil- 

40 dung und eine kreisiaufenregende Bgenschaft 
genutzt. 

Die Beschreibung eines vorbekannten auf den 
Wirkstoffen aus vitex agnus castus beruhenden 
Arzneimittels geht henror, daS dadurch die Produk- 

45 tion des follikeistimuiierenden Hormons im Vorder- 
lappen der Hypophyse gehemmt. die Ausschuttung 
von lutein-isierendem und luteomammotropem Hor- 
mon vermehrt, also FSH gebremst, hingegen LH 
und LMTH (= Prolaktin) gefQrdert werde. Diese 

50 Literatur geht von einer gGnstigen Wirkung von 
agnus castus bei Behandlung der Hypogalaktie 
aus. Durch dieses Praparat soil die Stilleistung 
gesteigert werden, was gleichbedeutend ist mit ein- 
er Erhohung des Prolaktinspiegels. 
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Zum Nachweis der Wirksamkeit von vitex 
agnus castus als Prolaktinh mmer kommen 
wassrige wie vor allem akoholische Auszuge in 
Betracht. Die dopaminerge NATirkung von agnus car 
stus wurde im in-vitro-Modell, in der Hypophysen- 
Zellkultur von Ratten dadurch nachgewiesen, dafl 
der basale und der TRH-stimullerte Prolaktinsplegel 
unter der Gabe von agnus castus vernnindert wer- 
den konnte. Von besonderer Bedeutung ist. dal5 
das erfindungsgemaCe Mittel bereits nach peroraler 
Applikation seine dopaminerge Wirkung entfaltet 

Beispielsweise werden die folgenden Herstei- 
lungsverfahren zur Gewinnung eines wirksamen 
Extraktes genannt 

Beispiel 1 

Tinctura Agni casti (HAB) 

Verwendet werden die reifen, getrockneten und 
zerkleinerten Fruchte von Vitex Agnus castus L Ein 
Tett der nach Vorschrift zerkleinerten Droge wird 
mit 0.5 Teilen Ethanol 62 % G/G gleichmaBig 
durclifeuchtet und bleibt mindestens zwei Stunden 
lang bedeckt stetien. Dann wird abgesiebt (Sieb 2) 
Lind die aus Droge undAlkohol bestehende Masse 
in einen Perkolator gefiillt und die Drogeno- 
berflaclie mit Filterpapier abgedeckt. Mit der erfor- 
derliclien Menge an ExtraktionsflUssigkeit bis zu 
einem Verhaltnis von einem Teil Droge zu 10 Tei- 
len Etiianol wird der Perkolator danach aufgefullt. 
Der Perkolator wird bedeckt und bteibt 24 Stunden 
stelien, Der Ablauf der ExtraktionsflUssigkeit wird 
so eingestellt. dafi fiir 100 g Droge vier bis sechs 
Tropfen pro Minute abtropfen. Nacii Beendigung 
des Abtropfens wird der Drogenruckstand aus- 
gepre/Jt, die Flussigkeitmit dem Perkolat vereinigt 
und die Miscliung flltriert. 



Beispiel 2 

Tinctura Agni casti (DAB 8) 

Verwendet werden die reifen, getrockneten und 
zerkleinerten Fruchte von Vitex Agnus castus L 
Die Extraktion der FrUchte erfolgt durch Perkolation 
inr) Verhaltnis von einem Teil Droge zu 10 Teilen 
Extraktionsmittel 62 % G/G Ethanol. 

Die ausgenutzte Hohe (Lange des Drogen- 
dochtes) des Perkolators betragt mindestens das 
5-fach des mittleren Durchmessers des GefaOes, 

Die vorschriftsmaflig zerkleinerte Droge wird 
mit der Menge der vorgeschriebenen FIDssigkeit, 
die 30 % des Drogengewichtes entspricht. 
gleichmaBig durchfeuchtet und bleibt mindestens 
zwei Stunden lang bedeckt stehen. Dann wird ab- 



gesiebt (2800) und die Droge unter schwachem 
Druck bei geoffnetem AbfluBhahn in den unten mit 
einer Watteschicht verschlossenen Perkolator dn- 
gefQllt. Die Drogenoberflache wird z.B. durch Fit* 

5 trierpapier Oder Glaskugein so abgedeckt, daB 
beim NachgieBen der FIQssigkeit keine Drogenteile 
aufgewirbelt werden. Es wird langsam so viel Ex- 
traktionsflOssigkeit zugegeben, bis die Ex- 
traktlosung abzutropfen beginnt Bei ge- 

70 schlossenem Hahn wird so viel nachgefUllt daB die 
Oberflache der Droge mit FIQssigkeit bedeckt ist. 
Der Perkolator wird bedeckt und bleibt 24 Stunden 
lang stehen. Danach laBt man die FIQssigkeit derart 
abflieBen. daB fUr je 100 g Droge 4 bis 6 Tropfen 

75 in der Minute abtropfen. Die BctrakttonsflQssigkeit 
wird so nachgegossen, daB die DrogenoberflSche 
stets bedeckt bleibt. Ist nach Beendigung der Zu- 
gabe die im Perkolator noch vorhandene Extrak- 
tionsflUssigkeit abgetropoft. wird der Dro- 

20 genrUckstahd ausgepreBt und die Mrschung filtriert. 



Nachweis der dopaminergen Wirkung 

25 Der Nachweis der dopaminergen Wirkung von 
alkoholischen Auszugen aus Agnus castus erfolgte 
am pharmakologischen Modell der Prolaktin-Pro- 
duktion bzw. -Freisetzung in einer Zelikultur aus 
Rattenhypophysen nach Spona et al. (Spona, J.; 

30 MQntz. R.; Nicolics, K.; Seprodi, J.; Teplan. J.: 
Action of Inhibitory LH-RH Analogs in Rat Pituitary 
and Luteal Cell Cultures. Endocrinologia Experime- 
ntalis 18, 101-107, 1984) gemaB folgender Ver- 
suchsanordnung: 

35 

Herstellung der Hypophysen-Zellkultur: 

Weibliche Spraque-Dowley-Ratten mit einem 

40 Gewicht von 150 -200 g wurden fur eine primSre 
Hypophysen-Zellkultur benotigt. Die Hypophysen 
wurden herausgelost und nach Entfernung der Hin- 
terlappen in eine sterile, ausgewogene Salzlosung 
gegeben (Zusammensetzung: 0.8 % NaCI, 0.02 % 

45 KCI. 0.1 % NAHCO3. 0.2 % Glucose. Einstellung 
des pH auf 7.2 mit NaHzPOd). Nach Spulung wur- 
den 40 - 50 Hypophysenvorderlappen mit 0.25 % 
Trypsin bei Raumtemperatur 20 min lang vorbe- 
handelt (Sigmatype III. Sigma-Chemicals St. Louis, 

50 Mo. U.S.A.). Nach Entfernung der ersten Tryp- 
siniosung wurden 20 mi frische Trypsinlosung zu- 
gegeben und die Suspension uber Nacht bei 0 - 4 
°C stehen gelassen. Die Trypsinierung wurde 
. durchgefuhrt 20 min lang bei 37 "C in 5 % COr 

55 Atmospliare unter Umruhren mit einem Teflon- 
Ruhrstab (500 Upm). Die Zellsuspension wurde in 
gekuhlte Zentrifugenrohrchen ubertragen. danach 
unverzQglich 5 ml einer 1 % Sojabohnen-Trypsin- 
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Inhibftor-Losung (Sigma-Chemicals) dazugegeben. 
Die Zeiien wurden 15 min zentnfugiert mit 800 xg 
bei 4 °C in einer Beckmann-J-6-Zentrifuge 
(Beckmann Instruments, Palo Alto, Ca, U.SA,). Das 
abgetrennte Zellmaterial wurde 3 maf gewaschen 
durch Aufschwemmung im Mediuna HAM F-12, das 
50 gml"i Streptomycin und 50 Umr^ Penicillin 
(Difco, U.S.A.) enthalt. und wiederholt zentnfugiert 
Nach emeuter Aufschwemmung im Medium und 
Filtration durch ein Edelstahlsieb wurden die Zellen 
mit Trypanblau gefSrbt und gezMhIt. Die Suspen- 
sion wurde auf 6 ^ 105 Zellen/ml verdOnnt und 3 
ml davon wurden jeweiis in Gewebelcultur-Zylinder 
(25 cm2 Oberflache, Costar, U.SA) gegeben. CR- 
Transfenin (5 ngmn). CR-Rbroblasten-Wach- 
stumsfaktor (1 ngmr^), CR-Multiplikation stimulie- 
rende AktrvitSt (1 ngmP^), Selensaure (6,4 ngml"^) 
und 0.5 mgml"^ L-Glutamin wurde dem Medium 
zugefQhrt Die Zylinder wurden bei 37 **C unter 5 
% COrAtmosphare und maxtmaler Feuchtigkeit 
aufbewahrt. Nach zwei Tagen wurde das Kulturme- 
dium ausgetauscht. 

Nach drei Oder vier Tagen zeigte das Zellkul- 
tursystem die st§rkste Antwort auf eine TRH-Stimu- 
lation- 



DurchfOhrung der Versuche 
Basale Prolaktinwerte (Fig. 1) 

1. Ohne Zugabe von Stoffen {unbehandelte Zellkul- 
tur) 

Aus elf Zellkulturen wurde je 0.4 ml Medium 
entnommen und das basale Prolaktin be- 
stimmt 

2. Zugabe von Losungsmlttel 

In neun Zellkulturen wurde jeweiis 0,1 ml 
Athanol 60 Vol-% zugegeben. Nach Inkubation 
von vier Stunden wurde je 0,4 m! Medium 
entnommen und das Prolaktin bestimmt 

3. Zugabe von Agnus castus 

In elf Zellkulturen wurde Jewells 0,1 ml Agnus 
castus sowie 0,1 ml Athanol 60 Vol% zugege- 
ben. Nach Inkubation von vier Stunden wurde 
je 0,4 ml Medium entnommen und das Prolak- 
tin bestimmt 

Stimulierte Prolaktinwerte (Rg. 2) 

4. Unbehandelte Zeilkultur 



5. Zugabe von TRH 

In elf Zellkulturen wurde jeweiis 10"^M TRH 
zugegeben. Nach Inkubation von vier Stunden 
wurde je 0,4 ml Medium entnommen und das 
5 Prolaktin bestimmt 

6. Zugabe von TRH und Atiiynol 

In neun Zellkulturen wurden jeweiis 10"^ M 
TRH und 0,1 ml 60 Vol-% Athanol gegeben. 
70 Nach Inkubation von vier Stunden wurde je 0,4 

ml Medium entnommen und das Prolaktin be- 
stimmt 

6. Zugabe von TRH und Agnus castus 
75 In 10 Zellkulturen wurden jeweiis 10"^ M TRH, 

0,1 ml 60 Vol-% Atiianol und 0,1 ml Agnus 
castus zugegeben. Nach Inkubation von vier 
Stunden wurde je 0,4 ml Medium entnommen 
und das Prolaktin bestimmt 

20 

Prolaktinbestimmung 

Prolaktin, das ins Medium abgegeben wurde. 
wurde mit einer Doppelantikorper-Metiiode 

25 radioimmunologisch bestimmt Das Material fOr die 
radioimmunologische Bestimmung stammte von 
dem "National Institute of Arthritis, Diabetes and 
Digestive and Kidney Daseases (NIADDK). 

Der dopaminerge BnfluB von alkoholischen 

30 Auszugen aus vitex agnus castus auf die basale 
Bildung und/oder Freisetzung von Prolaktin geht 
aus Rg. 1 hervor. Die Werte der Versuchsgruppe 2 
als Konb-oiigruppe •■ liegen signifikant 
(Varianzanalyse; Schef^Test: p < 0,05) uber den 

35 Werten der unbehandelten Zeilkultur der Gruppe 1. 

Die Werte der Versuchsgruppe 3(lnkubation 
mit 0,1 ml agnus castus) liegen wiederum signifi- 
kant (Varianzanalyse; Scheffe-Test p < 0,05) unter 
denen der Gruppe 2 (LQsungsmitte-IKontroll- 

40 gruppe) und der unbehandelten Versuchsgruppe 1. 

Der dopaminerge Bnflufi der alkoholischen 
Ausztige von vitex agnus castus auf die TRH- 
stimulierte Bildung und/oder Freisetzung von Pro- 
laktin ergibt sich aus Fig. 2. 

45 Die Werte der Gruppe 4 (Stimulation mit 10"^ 
M TRH) sind signifikant (Varianzanalyse; Scheffe- 
Test p < 0,01) hoher als die der Versuchsgruppe 1 
(Basalwerte). 

Die Werte der Gruppe 5 (Stimulation mit 10"^ 

50 M TRH und 0,1 ml 60 Vol-% Atiianol) sind signifi- 
kant (Varianzanalyse: Scheffe-Test p< 0.01) hoher 
aia-die der Gmppe 1 (Basalwerte). Die Werte der 
Versuchsgruppe 5 unterscheiden sich nicht wesent- 
lich von denen der Versuchsgmppe 4. 

55 
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Die Werte der Gruppe 6 (Stimulation mit 10~^ 
M TRH und Inkubation mit 0.1 ml agnus castus 
sind signifikant (Varianzanalyse; Scheffe-Test. p < 
0,01) niedriger als die der Gruppen 4 und 5. Sie 
unterscheiden sich nicht wesentlich von denen der s 
Gruppe 1. 

Daraus folgt. daB die Einwirkung von alkohoii- 
schen AuszUgen aus vitex agnus castus auf die 
Produktion und/oder Freisetzung des basalen und 
stimulierten Prolaktins zu einer Hypophysen-Zell- to 
kultur (3) zu einer signifikanten Ven'ingerung der 
Prolaktinwerte im Vergleich zu einer unbehandelten 
(1) undmit Losungsmittein (2) beliandelten 
Hypophysen-Zellkultur fiilirt. (vgi. Rg. 1). 

Bei gleichzeitiger Gabe von agnus castus und is 
TRH (6) zu einer Hypophysenzellkuitur wird die 
Stimulation der Prolaktinwerte durch TRH voH- 
standig gehemmt. Die Prolaktinwerte dieser Grup- 
pe (6) sind signifikant geringer als die der mit TRH 
(4) bzw. mrt TRH und Losungsmittel (5) behandel- 20 
t n Versuchsgruppen (vgl. Rg. 2). 



AnsprUche 
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1. Arzneimittel mit dopaminerger V\/irkung zur 
Behandlung von Krankheiten, die - ganz oder teil- 
weise - durch einen Dopamin-Mangel verursacht 
Oder beeinflujK werden, gekennzeichnet durch ein- 
en Gehalt an AuszDgen von vitex agnus castus. so 

2. Arzneimittel nach Anspruchi, gekennzeich- 
net durch die Verwendung alkoholischer AuszUge 
von vitex agnus castus. 

3. Verwendung von Auszugen von vitex agnus 
castus als Dopamln-Agonisten zur Behandlung von 35 
Krankheiten, die - ganz oder teilweise - durch einen 
Dopamin-Mangel ver ursacht oder beeinfluflt wer- 
den. 

4. Verwendung von Auszugen aus vitex agnus 
castus als Prolaktinhemmer. 40 
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rPRLng/ml 

1141,00 
1091,00 
1041 ,00 
991,00 
941.00 
891.00 
841.00 

791,00 
741,00 

691.00 - 
641 ,00 



Stimulation 



Senkung 



VERSUCH5GRUPPEN 



Prolakti nwerte in unbehandel ten bzw, behandelten 
Hypophysenzell kul turen ohne Stimulation mit TRH 

VG 1 " Unbehandelte Zellkultur 

VG 2 - Zellkultur ♦ 0,1 ml Lbsungsmittel (60 Vol-X Athanol 
VG 3 * Zellkultur * 0.1 ml Agnus castus * LQusungsmittel 

(60 Vol.-t Xthanol) 



FIG. 1 
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rPRL 

1370,10 
1296.20 
1222,30 
1)48,40 
1074,50 
1000,60 
926,70 
852.80 
778.90 
705,00 



ng/ml 



1 



6 VERSUCHSGRUPPEN 



Prolaktlnwerte 1n unbehandel ten bzw. behandelten 
Hypophysenzellkulturen mit gleichzeltlger TRH-Stimulatlon 

VG 1 • Unbehandelte Zellkultur ohne TRH 

VG 4 - Unbehandelte Zellkultur und TRH 10*^ M 

VG 5 - Zellkultur mit 0,1 ml LSsungsmlttel und TRH 10~^ M 

* Agnus castus 



VG 6 > Zellkultur m1t 0,1 ml Agnus castus und 10 
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FIG. 2 



